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 “Ama-se mais o que se conquista com esforço”. 
Benjamin Disraeli 
RESUMO 
As doenças transmitidas por carrapatos (DTCs) constituem um importante grupo de 
doenças que afetam animais e seres humanos em todo o mundo. No Brasil, os carrapatos são 
considerados os principais artrópodes que acometem os equinos, sendo responsáveis pela 
transmissão de patógenos com importância na clínica médica equina e na saúde pública. Assim, 
os objetivos deste estudo foram: i) determinar a prevalência dos patógenos transmitidos por 
carrapatos Theileria equi, Babesia caballi e Ehrlichia spp., e hemoplasmas em equinos 
carroceiros; ii) identificar as espécies de carrapatos que estavam parasitando esses animais; e 
iii) determinar os fatores associados à exposição/infecção na cidade de Foz do Iguaçu, Paraná, 
Sul do Brasil. Ao todo, 103 amostras de sangue de equinos carroceiros foram analisadas quanto 
à presença de anticorpos anti-T. equi e anti-Ehrlichia spp. pela reação de imunofluorescência 
indireta (RIFI). Foi realizada a PCR nas amostras para amplificação dos genes 18S rDNA de T. 
equi e B. caballi e 16S rDNA de hemoplasmas. Ainda, as asmotras foram testadas por PCR 
para os genes 16S rDNA, proteína de formação de ligação dissulfeto (dsb) e proteínas de 
repetição de 36 (trp36) de Ehrlichia spp. Anticorpos anti-T. equi e anti-Ehrlichia spp. foram 
detectados em 43/103 (41,75%; IC 95%: 32,10-51,88%) e cinco/103 (4,85%; IC 95%: 1,59-
10,97%) cavalos por RIFI, respectivamente. DNA de T. equi e B. caballi foi identificado em 
25/103 (24,27%; IC 95%: 16,36-33,71%) e 10/103 (9,71%; IC 95%: 4,75-17,13%) equinos, 
respectivamente, e todos foram negativos para Ehrlichia spp. e hemoplasmas na PCR. Todas 
as sequências apresentaram ≥99% de identidade com sequências do gene 18S rDNA de T. equi 
e B. caballi depositadas no GenBank. Um total de 191 carrapatos da espécie Dermacentor 
nitens foram coletados de 25/103 (24,27%; IC 95%: 16,36-33,71%) animais. Equinos 
carroceiros > 5 anos apresentaram mais chance de serem positivos para T. equi (p < 0,05). Em 
conclusão, piroplasmas equinos são altamente prevalente em cavalos carroceiros da cidade de 
Foz do Iguaçu. A baixa prevalência de Ehrlichia spp. observada pode estar relacionada à 
ausência de carrapatos Amblyomma infestando os animais. A infecção por hemoplasma em 
cavalos pode ser considerada uma infecção acidental ou incomum. 
 





Tick-borne diseases (TBD) constitute an important group of illness affecting animals 
and human beings worldwide. In Brazil, ticks are considered the main arthropods that affect 
horses, being responsible for the transmission of tick-borne pathogens with importance in 
equine internal medicine and public health. Accordingly, the aims of this study were to: i) 
determine the prevalence of the TBD agents Theileria equi, Babesia caballi and Ehrlichia sp., 
and hemoplasmas in carthorses, ii) identify the tick species parasitizing the animals, and iii) 
determine factors associated with exposure/infection in Foz do Iguaçu City, Parana state, 
southern Brazil. A total of 103 carthorses blood samples were screened for anti-T. equi and anti-
Ehrlichia spp. antibodies by indirect fluorescent antibody assays (IFA). Samples were also 
tested by PCR assays targeting the 18S rDNA gene of T. equi and B. caballi, and 16S rDNA 
gene of hemoplasmas. Additionally, PCR assays targeting the 16S rDNA, disulfide bond 
formation protein (dsb) and tandem repeat proteins 36 (trp36) genes of Ehrlichia spp. were also 
performed. Anti-T. equi and anti-Ehrlichia spp. antibodies were detected in 43/103 (41.75%; 
95% CI: 32.10-51.88%) and five/103 (4.85%; 95% CI: 1.59-10.97%) carthorses by IFA, 
respectively. DNA of T. equi and B. caballi were found in 25/103 (24.27%; IC 95%: 16.36-
33.71%) and 10/103 (9.71%; IC 95%: 4.75-17.13%) carthorses, respectively, and all tested 
negative for Ehrlichia spp. and hemoplasmas by PCR. All sequences showed ≥99% identity 
with multiple T. equi and B. caballi 18S rDNA gene sequences deposited in GenBank database. 
A total of 191 Dermacentor nitens ticks were collected from 25/103 (24.27%; IC 95%: 16.36-
33.71%) animals. Carthorses older than 5 years were more likely to be positive for T. equi (p < 
0.05). In conclusion, equine piroplasms are highly prevalent in carthorses from Foz do Iguaçu 
City. The low prevalence of Ehrlichia sp. found herein may be due to the absence of 
Amblyomma ticks infesting the animals, which should be further investigated. Hemoplasma 
infection in horses may be considered an accidental or uncommon infection.   
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A ocorrência de doenças transmitidas por vetores (DTV) tem aumentado em todo 
o mundo tanto em seres humanos quanto em animais domésticos e silvestres, causando 
grandes danos à saúde humana e produtividade animal, principalmente em países em 
desenvolvimento (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012; SALEEM et al., 
2018). Mudanças climáticas drásticas associadas a mudanças socioeconômicas vêm 
permitindo que os carrapatos ampliem sua distribuição temporal, hospedeiros 
susceptíveis e, consequentemente, a transmissão de patógenos (SUTHERST, 2004).  
O Brasil é considerado o maior produtor de equinos na América Latina com 
aproximadamente 5,5 milhões de cabeças e o quarto maior produtor mundial (FAO, 2017; 
IBGE, 2017). Desde os anos 60, a indústria de equinos cresceu consideravelmente em 
muitos países, o que tem gerado o aumento do movimento de cavalos em todo o mundo, 
bem como aumentado o risco de disseminação geral de doenças (DOMINGUEZ et al., 
2016). Os equinos desempenham importantes funções como transporte, competição em 
eventos e corridas equestres internacionais, atividades de lazer, equitação terapêutica, 
alimentação ou utilizados para tração, o que torna esses animais mais propensos a picadas 
de carrapatos e a doenças transmitidas por carrapatos (HAUSBERGER et al., 2008; 
SALEEM et al., 2018).  
A Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) é responsável por basear 
medidas sanitárias em padrões, diretrizes e recomendações internacionais, cuja finalidade 
é a regulamentação do comércio seguro e a circulação de animais vivos e seus produtos, 
incluindo equídeos. O Código Sanitário dos Animais Terrestres (Terrestrial Animal 
Health Code - TAHC) visa garantir a segurança sanitária do comércio internacional de 
animais terrestres e seus produtos. Nesse manual são estabelecidos critérios referentes à 
piroplasmose equina, principal doença transmitida por carrapatos que acomete equídeos, 
como padrões diagnósticos e exigências que devem ser certificadas por autoridades 
veterinárias de países importadores (OIE, 2014, 2017), uma vez que o transporte 
internacional de animais pode ser restringido se não estiverem em conformidade. 
A piroplasmose é a principal doença transmitida por carrapatos em equinos, 
causada por Theileria equi e Babesia caballi. Certas regiões são consideradas endêmicas, 
pois as prevalências são geralmente altas e muitos animais podem apresentar-se 
persistentemente infectados (SCOLES; UETI, 2015). Além da piroplasmose equina, uma 




estrutura genética assemelha-se a de cepas ocorrendo em equinos da Nicarágua (O’NION 
et al., 2015; VIEIRA et al., 2016, 2018b). Práticas ruins de manejo, falta de cuidados 
veterinários, má nutrição e excesso de trabalho, podem exacerbar os impactos destas 
infecções (SCOLES; UETI, 2015). Assim, populações de equinos nessas condições, 
como equinos carroceiros, podem estar mais vulneráveis tanto à infecção quanto à 
apresentação clínica de doenças. 
  
1.1. OBJETIVO GERAL  
- Avaliar a prevalência de agentes transmitidos por carrapatos (Theileria equi, Babesia 
caballi e Ehrlichia spp.) e hemoplasmas em equinos carroceiros provenientes de Foz do 
Iguaçu, Paraná, Brasil. 
 
1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Determinar a prevalência de anticorpos anti-T. equi e anti-Ehrlichia spp. em equinos 
carroceiros de Foz do Iguaçu, Paraná, utilizando a RIFI; 
- Determinar a prevalência de T. equi, B. caballi, Ehrlichia spp. e Mycoplasma sp. 
utilizando a PCR; 
- Caracterizar por métodos moleculares e sequenciamento genético as sequências obtidas; 
- Coletar e identificar morfologicamente as espécies de carrapatos presentes nos equinos; 





2. DOENÇAS TRANSMITIDOS POR CARRAPATOS (DTCs) EM EQUINOS 
NO BRASIL – REVISÃO 
2.1. Introdução 
Os carrapatos são os vetores artrópodes responsáveis pela transmissão da maior 
variedade de microrganismos patogênicos, como protozoários, rickettsias, espiroquetas e 
vírus, afetando animais domésticos e silvestres e humanos no mundo (JONGEJAN; 
UILENBERG, 2004). A ocorrência de carrapatos e infecções transmitidas por carrapatos 
evoluíram com a crescente movimentação mundial de animais. Além disso, hospedeiros 
silvestres constituem importante papel como reservatórios, cuja interação com os animais 
domésticos tem contribuído para a dispersão de vetores e patógenos nas diferentes 
espécies animais e humanos (JONGEJAN; UILENBERG, 2004).  
O Brasil é um país com grande variedade de regiões e ecossistemas, e a produção 
de cavalos ocorre para diferentes propósitos (LABRUNA et al., 2001). Os carrapatos são 
considerados os ectoparasitos mais importantes dos equinos, pois são responsáveis pela 
transmissão de patógenos que limitam o desempenho de cavalos esportivos e impõem 
restrições sobre o comercio internacional. Além disso, os carrapatos podem causar outros 
danos aos cavalos como lesões cutâneas com infecção bacteriana secundária devido à 
picada, além de predispor os animais à outras infecções (ARAGÃO; FONSECA, 1953; 
FRIEDHOFF; TENTER; MÜLLER, 1990).  
Três espécies de carrapatos estão implicadas no parasitismo e transmissão de 
patógenos de equinos no Brasil. Dermacentor nitens é a espécie mais prevalente em 
equinos, responsável pela transmissão de B. caballi (ROBY et al., 1964; SCHWINT et 
al., 2008), seguida por Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.) e Ripichephalus 
microplus, respectivamente, responsáveis pela transmissão de T. equi (GUIMARÃES; 
LIMA; RIBEIRO, 1998; LABRUNA et al., 2001; SCOLES; UETI, 2013). Alguns fatores 
estão associados tanto com a (co)ocorrência dessas espécies de carrapatos nos equinos 
quanto à intensidade de infestação, por apresentarem hospedeiros primários específicos, 
biologia e comportamentos ambientais distintos. Assim, o tipo de pastagem, concentração 
de animais nos pastos e pastagem simultânea com outras espécies animais, como bovinos, 





2.2. Carrapatos de importância em equinos  
O carrapato D. nitens é amplamente distribuído no território brasileiro, sendo a 
espécie mais comum que parasita equinos (LABRUNA et al., 2002). Apesar dos equinos 
serem os hospedeiros primários dessa espécie de carrapato, infestações naturais são 
relatadas em outros animais domésticos e silvestres, como bovinos, cães e onça-parda  
(BORGES; SILVA, 1994; FERREIRA; BEZERRA; AHID, 2010; MARTINS et al., 
2015). Os bovinos também são considerados hospedeiros naturais dessa espécie de 
carrapato, entretanto o grau de infestação é considerado baixo quando comparado aos 
equinos, o que sugere que o parasitismo de bovinos por D. nitens pode ser acidental 
(BORGES; SILVA, 1994). Além disso, quando infestados artificialmente, os bovinos não 
foram considerados hospedeiros competentes para essa espécie de carrapato 
(RODRIGUES et al., 2017).  
Dermacentor nitens é um carrapato monoxeno, conhecido por ter uma 
preferência por infestar as orelhas, períneo, divertículo nasal e a crina dos equinos 
(BORGES; LEITE, 1993; LABRUNA et al., 2002). Altas infestações podem causar 
lesões nas orelhas, resultando em dano permanente à cartilagem, além de causar lesões 
que podem favorecer a ocorrência de miíases e o início de infecções secundárias 
(LABRUNA; AMAKU, 2006). Na região sudeste do Brasil, D. nitens apresenta 3-4 
gerações por ano, e os maiores picos de infestação de carrapatos ocorrem no primeiro 
semestre do ano, seguidos por uma redução drástica que ocorre no mês de agosto, com 
um novo pico nos meses de setembro e outubro (BORGES; OLIVEIRA; RIBEIRO, 2000; 
LABRUNA et al., 2002). Esse carrapato apresenta uma importante adaptação a diferentes 
variações ambientais, uma vez que sua ocorrência foi observada em fazendas com 
pastagens com supercrescimento misto, pastagens limpas e em fazendas que praticam ou 
não o corte da pastagem anualmente (LABRUNA et al., 2001). Além disso, a rotação de 
pastagem com período de descanso durante o verão podem reduzir a infestação, mas não 
elimina a ocorrência (LABRUNA et al., 2001). 
Amblyomma cajennense s.l. comumente conhecido como “carrapato estrela” é 
amplamente distribuído nas Américas, desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina 
(COOLEY; KOHLS, 1944). No Brasil, ocorre em todo o território nacional, 
principalmente na região sudeste (VIEIRA et al., 2002). Essa espécie de carrapato causa 
grandes perdas econômicas por redução de produtividade dos animais e alto custo com 




1996). Os equinos são considerados os hospedeiros domésticos de maior predileção 
(LABRUNA et al., 2002), entretanto, devido à baixa especificidade parasitária desse 
artrópode, ele pode infestar muitas espécies de animais silvestres e domésticos, incluindo 
seres humanos (ARAGÃO; FONSECA, 1961; PAROLA; RAOULT, 2001). Esse 
carrapato é conhecido pela capacidade de transmissão de patógenos aos hospedeiros, 
entre eles a bactéria Rickettsia rickettsii, agente etiológico da Febre Maculosa Brasileira, 
importante problema de saúde pública em diferentes regiões do Brasil (PAROLA et al., 
2013). Além de ser considerado um problema de saúde pública, A. cajennense s.l. é 
responsável por transmitir T. equi (SCOLES; UETI, 2013). Essa espécie de carrapato 
apresenta ciclo trioxeno e de acordo com a ecologia, alguns fatores podem favorecer a 
sua disseminação nas criações de equinos, como pastagens mais elevadas, com arbustos 
e ervas, além do uso de tratamentos acaricidas em subdosagens, favorecendo a 
manutenção dos estágios dos carrapatos no ambiente (LABRUNA et al., 2001). 
Rhipicephalus microplus representa uma séria ameaça econômica à pecuária em 
áreas tropicais e subtropicais, particularmente na América do Sul. O grande impacto 
econômico da infestação por carrapatos em bovinos é causado pela combinação de efeitos 
diretos e indiretos, incluindo perda de sangue, redução no ganho de peso e produção de 
leite, risco de miíase e transmissão de doenças (RECK et al., 2014; ROCHA et al., 2011). 
Apesar de ser um importante ectoparasita de bovinos, relatos de parasitismo por esse 
ixodídeo em outras espécies de animais domésticos e silvestres têm sido documentados 
(DA SILVA et al., 2018; SZABÓ et al., 2003). O primeiro relato do parasitismo natural 
de R. microplus em equino foi realizado em 1909 (ROHR, 1909). Nos últimos anos, 
vários autores relataram a ocorrência de R. microplus em equinos de diferentes regiões 
do país e demonstraram que esse parasitismo pode ser frequente (BARBOSA et al., 1995; 
BATTSETSEG et al., 2002; HEUCHERT et al., 1999; KERBER et al., 2009; LABRUNA 
et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2017; VIEIRA et al., 2013b).  R. microplus também é 
responsável pela transmissão de T. equi (UETI et al., 2005), portanto essa espécie de 






2.3. DTCs em equinos 
2.3.1. Piroplasmose 
A piroplasmose equina (PE) é uma doença transmitida por carrapatos que acomete 
equídeos (cavalos, burros, mulas e zebras) e é considerada a mais importante doença 
parasitária que afeta equinos em todo o mundo (WISE et al., 2013; ZOBBA et al., 2008). 
Essa enfermidade é causada pelos hemoprotozoários T. equi (anteriormente B. equi) e B. 
caballi, pertencentes à ordem Piroplasmorida. Muitos dos protozoários dessa ordem 
foram classificados de acordo com a morfologia do parasito e células hospedeiras, nas 
quais se observa a esquizogonia em eritrócitos associado à manifestação da doença e 
especificidade do hospedeiro (MANS; PIENAAR; LATIF, 2015). O gênero Theileria se 
diferencia por causar primeiro uma infecção de leucócitos por esporozoítos, depois ocorre 
a maturação de esquizontes em merozoítos e, apenas posterioemente, infectam eritrócitos 
(UILENBERG, 2006). Por isso, algumas espécies do gênero Babesia foram 
reclassificadas, como T. equi (MEHLHORN; SCHEIN, 1998).  
A PE é uma doença endêmica no continente asiático e em muitas partes da Europa, 
Américas do Sul e Central e África (OIE, 2014). A Organização Mundial de Saúde 
Animal (OIE) inclui a piroplasmose equina na lista de doenças equinas notificáveis, bem 
como restringe o tráfego internacional de equídeos infectados (OIE, 2017). Ocorre em 
regiões tropicais, subtropicais e temperadas, a qual é mantida nas populações de equinos 
que apresentem vetores artrópodes competentes (PASOLINI et al., 2018). Na América do 
Sul, a doença ocorre em quase todas as regiões, exceto nas áreas mais ao sul do Chile e 
da Argentina (WISE et al., 2013). O Brasil é considerado endêmico para infecção por T. 
equi cuja prevalência varia, entre outros fatores, com o tipo de criação e espécies de 
carrapatos que estão presentes na região estudada (BOTTEON et al., 2002; HEIM et al., 
2007). 
A transmissão e/ou perpetuação dos agentes da PE é atribuída a carrapatos da 
família Ixodidae, sendo os carrapatos dos gêneros Amblyomma, Dermacentor, 
Hyalomma, Ixodes e Rhipicephalus responsáveis pela transmissão intraestadial (IE), 
perpetuação transestadial (TE) e/ou transovariana (TO) no mundo (SCOLES; UETI, 
2015). No Brasil, T. equi e B. caballi são principalmente transmitidos por R. microplus 
(IE, TE) e D. nitens (IE, TE e TO), respectivamente (GUIMARÃES; LIMA; RIBEIRO, 
1998; ROBY et al., 1964; SCHWINT et al., 2008; SCOLES; UETI, 2015). O carrapato 




transmissão intraestadial foi comprovada (RIBEIRO; DA SILVEIRA; BASTOS, 2011; 
SCOLES; UETI, 2013). Outras formas de transmissão também podem ocorrer como a 
transmissão iatrogênica e infecções intrauterinas. Éguas infectadas com T. equi podem 
ser reservatórios, o que pode levar à transmissão transplacentária, abortos, infecções 
congênitas em potros e morte neonatal (DE SOUSA et al., 2017; WISE et al., 2013).  
A piroplasmose pode causar as formas clínicas aguda e crônica em equinos 
adultos, bem como síndromes neonatais e abortos em éguas. Na infecção aguda por T. 
equi, os sinais clínicos geralmente estão relacionados à hemólise acentuada, sendo 
caracterizada por hipertermia, taquicardia e taquipnéia, anorexia, constipação seguida por 
diarréia, esplenomegalia, trombocitopenia e anemia hemolítica levando a hemoglobinúria 
e icterícia, que estão associados com altos níveis de parasitemia (DE WAAL; VAN 
HEERDEN, 2004; ROTHSCHILD, 2013; WISE et al., 2013). Infecções por T. equi ou 
B. caballi podem se apresentar sinais inespecíficos, incluindo letargia, anorexia, perda de 
peso, e mau desempenho (WISE et al., 2013). Ainda, problemas locomotores estão 
associados à piroplasmose crônica, como miopatia inflamatória, causando atrofia 
muscular, fadiga e perda de peso (PASOLINI et al., 2018).  Em animais com infecção 
crônica ou persistente, a anemia pode ser mínima ou ausente, não apresentam sinais 
clínicos, porém são reservatórios, transmitindo para os carrapatos e para animais 
susceptíveis, e de forma iatrogênica (ROTHSCHILD, 2013). Quanto à resposta 
imunológica não ocorre proteção cruzada entre T. equi e B. caballi, portanto os animais 
podem ser infectados com ambos os parasitos simultaneamente (PASOLINI et al., 2018) 
Vários testes diagnósticos podem ser utilizados sozinhos ou serem combinados 
para detectar infecção/exposição aos piroplasmas. O esfregaço sanguíneo é uma técnica 
simples e rápida, que na fase aguda da infecção, pode-se observar os organismos no 
interior das células, entretanto é uma técnica de baixa sensibilidade, principalmente em 
casos com baixa parasitemia. Além disso, esse teste é pouco viável de ser realizado em 
larga escala, sendo os testes sorológicos mais recomendados (OIE, 2014; WISE et al., 
2013). 
O diagnóstico sorológico é o recomendado pela OIE como padrão-ouro, 
principalmente para cavalos destinados à importação para países com ocorrência do vetor. 
Diversas técnicas sorológicas têm sido utilizadas no diagnóstico exposição aos 
piroplasmas equinos, como o teste de fixação de complemento (TCF), teste de 




teste imunocromatográfico simples e rápido para T. equi e B. caballi também foi descrito 
e pode ser utilizado como triagem em plantéis (HUANG et al., 2006). A utilização de 
antígenos recombinantes em plataforma ELISA tem melhorado o diagnóstico sorológico, 
e as proteínas EMA-1 e EMA-2 de T. equi e RAP-1 e Bc48 de B. caballi as mais 
importantes. Antígenos recombinantes são vantajosos por eliminar a necessidade de 
infecção experimental de cavalos e as reações cruzadas comuns quando se utiliza 
antígenos brutos. Variações do teste, como ELISA indireto (iELISA) e ELISA 
competitivo (cELISA) foram desenvolvidos e mostraram bons resultados, sendo o 
primeiro ainda em fase de validação (OIE, 2014). O CFT ainda é utilizado por alguns 
países. Apesar de apresentar sensibilidade e especificidade satisfatórios, esse teste pode 
não identificar todos os animais infectados, especialmente aqueles que foram tratados. 
Assim, RIFI e cELISA são considerados os testes mais adequados para o diagnóstico e 
certificação de animais (OIE, 2014). 
O Brasil é considerado endêmico para ocorrência de piroplasmas equinos, no 
qual têm sido relatados vários estudos com soroprevalências de 100% (BALDANI; 
NAKAGHI; MACHADO, 2010; BARBOSA et al., 1995; SPOLIDORIO et al., 2010b). 
As prevalências de piroplasmas, apesar de altas, apresentam algumas variações que 
podem estar relacionadas a diferenças climáticas entre as regiões, população de equinos 
estudada, o tipo de método diagnóstico utilizado e dinâmica populacional dos carrapatos 
(VIEIRA et al., 2013b). As prevalências também variam de acordo com o tipo de agente 
etiológico, uma vez que as prevalências de T. equi são quase sempre maiores que B. 
caballi, provavelmente pelo fato de que os animais infectados por T. equi podem ser 
carreadores por toda a vida (ROTHSCHILD, 2013). A distribuição das soroprevalências 
médias de T. equi e B. caballi nos estados do Brasil, de acordo com os inquéritos 
sorológicos realizados até o momento, estão apresentados nos Mapas 1 e 2, 
respectivamente (Figura 1). 
A maioria dos relatos de ocorrência dos agentes da PE estão na região Sudeste 
do Brasil, com prevalências para T. equi de 16,6% a 100% e 20% a 90% para B. caballi 
no estado de São Paulo (BALDANI et al., 2004, 2011; BALDANI; NAKAGHI; 
MACHADO, 2010; DÓRIA et al., 2016; HEIM et al., 2007; HEUCHERT et al., 1999; 
KERBER et al., 2009; XUAN et al., 2001). Apesar de terem menos relatos, os estados do 
Rio de Janeiro (BARBOSA et al., 1995; BOTTEON et al., 2002; CAMPOS et al., 2013; 




HEIM et al., 2007; RIBEIRO; COSTA; GUIMARÃES, 1999) e Espírito Santo 
(SPOLIDORIO et al., 2010b), também apresentam altas prevalências. Alguns desses 
trabalhos relataram a ocorrência dos carrapatos vetores nos equinos estudados 
(BARBOSA et al., 1995; CAMPOS et al., 2013; HEUCHERT et al., 1999; KERBER et 
al., 2009; PECKLE et al., 2013; SANTOS et al., 2011).  
Na região Sul, as prevalências são menores se comparadas à Sudeste. O estado 
do Rio Grande do Sul concentra o segundo maior efetivo equino do Brasil (IBGE, 2017). 
Nesse estado, as prevalências de T. equi variam entre 18,9% e 35,8% (GOLYNSKI et al., 
2008; NIZOLI et al., 2008; VIEIRA et al., 2018a) e 5,55% de prevalência para B. caballi 
(VIEIRA et al., 2018a).  Estudo realizado em animais de Santa Catarina mostrou uma 
prevalência de 50,38% para T. equi (SOUZA et al., 2000). No estado do Paraná, as 
prevalências já se mostraram mais altas com variação de 61% a 78,3% para T. equi 
(PROCHNO et al., 2014; VIEIRA et al., 2013b) e 69,2% para B. caballi (VIEIRA et al., 
2013b), além de ter sido identificada ocorrência de A. cajennense s.l.,  D. nitens e R. 
microplus em equinos estudados (VIEIRA et al., 2013b). Mais estudos são necessários 
para entender melhor a situação epidemiológica da piroplasmose equina no Sul do Brasil, 
cujas prevalências se mostram menores em relação aos estados do Sudeste, possivelmente 
por uma diferença de dispersão dos vetores. 
 No Centro-Oeste do Brasil, as prevalências no estado do Mato Grosso variaram 
de 13,2% a 96% para T. equi e 0,8% a 8,5% para B. caballi (BARROS et al., 2015; 
BATTSETSEG et al., 2002; SCHEIN et al., 2018), cujo método diagnóstico utilizado foi 
apenas o molecular. Nos demais estados, Mato Grosso do Sul, Goiás e Distrito Federal, 
as prevalências mínimas encontradas foram de 81% para T. equi e 90% para B. caballi 
(HEIM et al., 2007; SALVAGNI et al., 2010; XUAN et al., 2001), utilizando métodos 
sorológicos, que são importantes para detectar equinos portadores. 
A maioria dos estados da região Nordeste do Brasil não possui dados 
epidemiológicos relacionados à piroplasmose equina. Estudos realizados na Bahia, 
mostraram prevalências para T. equi de 63,1% a 91% e 83% para B. caballi (HEIM et al., 
2007; LEAL et al., 2011), com a ocorrência de D. nitens e A. cajennense s.l. nos animais 
(LEAL et al., 2011). No estado do Maranhão, 19,4% a 38,4% dos equinos eram positivos 
para T. equi e 18,55% a 55,4% para B. caballi (COSTA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 
2017), os quais apresentavam A. cajennense s.l., D. nitens e R. microplus (NOGUEIRA 




de 59,6% (FERREIRA et al., 2016), e outro realizado no Rio Grande do Norte, por 
diagnóstico molecular, mostrou prevalências de 21,6% e 55,4% para T. equi e B. caballi, 
respectivamente. Todos os dados relacionados a prevalências, método diagnóstico e 
carrapatos coletados em trabalhos publicados sobre a ocorrência de piroplasmas equinos 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2.3.2. Erliquiose e Anaplasmose 
Erliquioses são doenças transmitidas por carrapatos, causadas por bactérias da ordem 
Rickettsiales, família Anaplasmataceae, intracelulares obrigatórias, gram-negativas e 
pleomórficas que infectam uma grande variedade de espécies mamíferas, incluindo humanos, 
em todo o mundo.  Inicialmente, o gênero Ehrlichia era classificado em oito espécies de acordo 
com a célula hospedeira, sendo E. canis, E. risticii e E. sennetsu, infectando monócitos, E. 
ewingii, E. equi, E. phagocytophilum e agente da erliquiose granulocítica humana (EGH), 
infectando granulócitos e E. platys, trombócitos. Esse gênero foi reorganizado e atualmente, 
baseado principalmente no gene 16S rRNA, consiste em seis espécies: E. canis, E. chaffeensis, 
E. ewingii, E. muris, E. ruminantium e E. minasensis (CABEZAS-CRUZ et al., 2016; 
DUMLER et al., 2001). 
A anaplasmose granulocítica equina (AGE), anteriormente causada por E. equi, E. 
phagocytophila e o agente da erliquiose granulocítica humana, pode desenvolver condições 
febris, anoréxicas e ictéricas em equinos (BULLOCK et al., 2000; MADIGAN et al., 1996). 
Após a reclassificação, esses microrganismos foram reconhecidos como pertencentes à mesma 
espécie, A. phagocytophilum (DUMLER et al., 2001), sendo até então, a única espécie da 
família Anaplasmatacea transmitida por carrapatos a causar doença em equinos. Na Europa, A. 
phagocytophilum é considerado o agente causal de DTC mais difundido em animais. No Brasil, 
inquéritos sorológicos têm identificado animais positivos (PRADO et al., 2017a, 2018; ROLIM 
et al., 2015; SALVAGNI et al., 2010) porém, apesar de ser considerada uma doença emergente, 
pouco se sabe sobre a epidemiologia, patologia e transmissão, uma vez que o carrapato Ixodes 
ricinus, principal vetor na Europa, não ocorre no Brasil (STUEN, 2007). 
Em 2015, foi relatado o primeiro diagnóstico molecular de uma potencial nova espécie 
de Ehrlichia infectando cavalos na Nicarágua (O’NION et al., 2015). Recentemente, um isolado 
de Ehrlichia sp. foi detectado molecularmente no Brasil, cujas sequências dos genes 16S rDNA, 
sodb e groEL assemelham-se ao isolado da Nicarágua, sugerindo que são da mesma espécie 
(VIEIRA et al., 2018b). Apesar de ter sido a primeira evidência molecular, amostras de equinos 
apresentando anticorpos anti-Ehrlichia sp. já havia sido relatadas no Brasil. A soropositividade 
foi de 62,5% utilizando ELISA comercial (antígenos brutos de E. canis) e 50% por RIFI 
(antígenos brutos de E. canis e E. chaffeensis) em equinos provenientes de assentamento rural 
no norte do Paraná (VIEIRA et al., 2013a). No Mato Grosso, 39,6% equinos foram 
soropositivos para E. canis pela RIFI (BARROS et al., 2015). Também no estado do Paraná, 




soropositivos para Ehrlichia sp. pelo ELISA comercial e RIFI, dos quais foi detectada 
molecularmente a potencial nova espécie de Ehrlichia encontrada no Brasil (VIEIRA et al., 
2016, 2018b).  
A erliquiose monocítica equina (EME), causada pela bactéria Neorickettsia risticii 
(anteriormente E. risticii) também é considerado um agente erliquial, porém os carrapatos 
nunca foram implicados na transmissão de N. risticii (DUMLER et al., 2001), mas sim a 
ingestão de trematódeos de vida livre (água ou vegetação) ou presentes em hospedeiros 
intermediários, como os caramujos (BARLOUGH et al., 1998). Casos clínicos, inquéritos 
epidemiológicos da EME e pesquisa parasitária em caramujos foram descritos nas regiões sul 
e sudeste do Brasil (COIMBRA et al., 2005, 2006, 2013; COSTA et al., 2016; DUTRA et al., 
2001; FERRÃO; ABOUD-DUTRA; GAZÊTA, 2007; MOREIRA et al., 2013; ROIER et al., 
2016). 
 
2.3.3. Febre Maculosa Brasileira 
A febre maculosa brasileira (FMB) é uma doença infecciosa de notificação obrigatória, 
considerada a principal zoonose transmitida por carrapato de ocorrência no Brasil. Ao todo, 
oito agentes rickettsiais foram descritos no Brasil (NIERI-BASTOS et al., 2014; PAROLA et 
al., 2013), sendo duas implicadas em doença de seres humanos. A principal delas é a bactéria 
R. rickettsii, agente etiológico da FMB, considerada a mais letal no mundo. Uma nova espécie 
do grupo febre maculosa foi relatada no Brasil como causadora de uma doença febril mais 
branda que a FMB, Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica (PAROLA et al., 2013; SPOLIDORIO 
et al., 2010a). 
Os carrapatos Amblyomma sculptum, que pertence ao complexo A. cajennense s.l., e 
A. aureolatum são considerados os principais vetores de R. rickettsii em seres humanos e 
animais do Brasil, sendo a transmissão por A. scultum associada a areas antropizadas com 
presença de capivaras, e a transmissão por A. aureolatum, associada a cães com acesso a matas. 
Já a transmissão de Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica, está associada a carrapatos A. ovale, que 
são frequentemente encontrados em cães semidomiciliados que vivem em áreas rurais próximas 
a regiões de mata atlântica (SZABÓ et al., 2013).  
No Brasil, as capivaras atuam tanto como hospedeiros amplificadores de R. rickettsii 
quanto de A. sculptum, principal vetor. Entretanto, equinos desempenham um papel relevante 
na epidemiologia da FMB pela proximidade com os seres humanos e ao constante contato com 




um dos principais hospedeiros de todos os estágios parasitários de A. sculptum em regiões 
endêmicas de FMB (LABRUNA et al., 2002).  
Inquéritos sorológicos demonstraram altas prevalências de equinos soropositivos em 
áreas endêmicas para FMB. O estado de São Paulo concentra a maior ocorrência casos humanos 
(BRASIL, 2017), onde as prevalências de anticorpos anti-Rickettsia em equinos foram de 
17,6% a 77,3% (HORTA et al., 2004, 2007; MORAES-FILHO et al., 2009). Em Minas Gerais 
e no Rio de Janeiro, também é alta a ocorrência de casos humanos, e pesquisas de anticorpos 
em equinos também mostraram altas prevalências (CORDEIRO et al., 2015; CUNHA et al., 
2014; MILAGRES et al., 2010; SILVEIRA et al., 2015; VIANNA et al., 2008). Santa Catarina 
é o segundo estado do Brasil com maior ocorrência de casos humanos, e, por não haver 
letalidade, acredita-se que Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica seja o agente responsável pelos 
casos nesse estado (BARBIERI et al., 2014). Um estudo realizado com equinos de dois 
municípios de Santa Catarina mostrou uma soroprevalência de 18,66% (MEDEIROS et al., 
2013). 
O estado do Paraná não é considerado uma área endêmica para FMB. Inquéritos 
epidemiológicos tem mostrado que equinos apresentam anticorpos anti-Rickettsia (BATISTA 
et al., 2010; OTOMURA et al., 2010, 2016; TAMEKUNI et al., 2010; TOLEDO et al., 2011), 
com uma prevalência máxima de 38,5% no norte do estado (TOLEDO et al., 2011) e 9,33% em 
uma população de equinos carroceiros (FREITAS et al., 2010).  
Os equinos não apresentaram alterações bioquímicas, hematológicas ou clínicas de FM 
e não são considerados hospedeiros amplificadores de R. rickettsii, pois carrapatos alimentados 
em animais infectados experimentalmente não foram capazes de transmitir a infecção (UENO 
et al., 2016). Entretanto, foi demonstrada uma correlação entre a ocorrência de casos humanos 
de FMB em áreas endêmicas e a presença de A. sculptum no ambiente e em equinos (SOUZA; 
PINTER; DONALISIO, 2015). Assim, os equinos podem servir como espécie sentinela quanto 
a circulação da bactéria e modelo de vigilância ativa, principalmente em áreas não endêmicas. 
 
2.4. Potenciais DTCs em equinos 
2.4.1. Micoplasmose hemotrópica 
Micoplasmas hemotrópicos (hemoplasmas) são bactérias gram-negativas pequenas, 
pleomórficas e sem parede celular, que aderem à superfície dos eritrócitos de vários hospedeiros 
como gatos, cães, suínos, animais silvestres, animais de laboratório e humanos (MESSICK, 




Anaplasmataceae. Entretanto, com base em análises filogenéticas do gene 16S rRNA, os 
gêneros Haemobartonella e Eperythrozoon foram reclassificados como pertencentes à família 
Mycoplasmataceae (NEIMARK et al., 2001, 2002). Os hemoplasmas são considerados agentes 
zoonóticos emergentes, principalmente em pessoas em condições de imunodeficiência 
(HIV/AIDS, lúpus, neoplasias ou coinfectados), uma vez que infecções em humanos por 
espécies de hemoplasmas têm sido relatadas, como M. haemofelis e M. haemocanis 
(KALLICK, 2007; STEER et al., 2011), M. suis (YUAN et al., 2009) e M. ovis (SYKES et al., 
2010).  
Um estudo experimental sugeriu que o carrapato Rhipicephalus sanguineus, pode 
desempenhar um papel na transmissão de hemoplasmas em cães (SENEVIRATNA; 
WEERASINGHE; ARIYADASA, 1973). No entanto, a importância da transmissão por 
carrapatos em animais naturalmente infectados é desconhecida, uma vez que os hemoplasmas 
nunca foram possíveis de serem cultivados fora dos hospedeiros naturais. 
O diagnóstico pode ser realizado pela visualização da bactéria aderida à superfície da 
membrana eritrocitária no exame do esfregaço sanguíneo de rotina. Entretanto, esse método de 
diagnóstico possui baixa sensibilidade e especificidade, além disso, sabe-se que a ação do 
anticoagulante EDTA causa desprendimento do agente dos eritrócitos, gerando resultados 
falsos negativos (TASKER, 2006). Atualmente, a PCR é considerada o método diagnóstico 
definitivo para detecção e identificação do agente (SYKES, 2010).  
O primeiro relato de possível infecção por Haemobartonella-like em equinos ocorreu 
na Nigéria, em um animal apresentando febre, apatia, linfoadenite, problemas circulatórias e 
palidez de mucosas, utilizando o exame de esfregaço sanguíneo como método diagnóstico 
(GRETILLAT, 1978). Apenas 30 anos depois, foi comprovada, utilizando diagnóstico 
molecular, a infecção por hemoplasma em dois equinos na Alemanha que apresentavam perda 
de peso, diminuição da performance e anemia discreta. A espécie de hemoplasma identificada 
apresentou 98,3% de identidade com “Candidatus M. haemobos”, espécie naturalmente 
encontrada em bovinos (DIECKMANN et al., 2010). No Brasil, cerca de 300 equinos foram 
estudados quanto à presença de hemoplasmas (FERREIRA et al., 2016; VIEIRA et al., 2015a, 
2015b), entretanto ainda não foram detectados equinos infectados. 
 
2.4.2. Borreliose 
O complexo Borrelia burgdorferi s.l. é um grupo diversificado de bactérias 




espécies comumente infectam humanos (B. burgdorferi s.s., B. afzelii e B. garinii), causando a 
doença de Lyme (DL). B. burgdorferi s.s. é a principal delas, causando DL tanto nos EUA como 
na Europa, com quadros clínicos que variam de eritema migratório cutâneo à artrites graves ou 
manifestações neurológicas (RUDENKO et al., 2011). Estima-se que 300 mil casos de DL 
ocorrem anualmente nos Estados Unidos, sendo uma doença multissistêmica, com diagnóstico 
e medidas profiláticas baseada no histórico de picada por carratos do complexo I. ricinus, vetor 
da DL nos EUA e Europa, e ter estado em locais de alta ocorrência (ARSNOE; TSAO; 
HICKLING, 2019).  
No Brasil, uma doença semelhante tem sido relatada desde os anos 80. Porém, difere 
da doença de Lyme que ocorre no hemisfério norte em alguns aspectos, como epidemiologia, 
manifestações clínicas, vetores envolvidos e agente etiológico e foi classificada como Síndrome 
de Baggio-Yoshinari (SBY) ou Doença de Lyme-símile Brasileira (YOSHINARI et al., 2010). 
Acredita-se que o agente etiológico que circula no Brasil seja uma variante semelhante de B. 
burgdorferi s.s. ou mesmo uma nova espécie de Borrelia, uma vez que essas espiroquetas ainda 
não foram isolados de pacientes diagnosticados com SBY no Brasil (MANTOVANI et al., 
2012). A transmissão da doença no Brasil está associada a carrapatos A. cajennense s.l. e/ou R. 
microplus, pois já foi observado desenvolvimento de manifestações clínicas após picada por 
essas espécies. Porém esses quadros são caracterizados por ocorrência de recidivas e distúrbios 
imunológicos ao longo de sua evolução clínica, o que também difere da DL clássica 
(YOSHINARI et al., 2010).  
Pesquisas têm demonstrado soropositividade para Borrelia spp. em equinos de regiões 
endêmicas para DL nos EUA, os quais podem agir como hospedeiros reservatórios da bactéria 
(MAGNARELLI et al., 2000). No Brasil, estudos identificaram DNA de Borrelia sp. em 
carrapatos que estavam se alimentando em equinos. No Rio de Janeiro, um isolado próximo das 
espécies B. theileri e B. lonestari foi identificado em carrapato R. microplus 
(YPARRAGUIRRE et al., 2007) e no Paraná, dois isolados com 99,9% de similaridade com B. 
burgdorferi s.s. foram identificados em carrapatos da espécie D. nitens (GONÇALVES et al., 
2013). No Brasil, inquéritos sorológicos têm identificado ocorrência de anticorpos anti-Borrelia 
em diferentes regiões, com prevalências de 26,7% no Pará (GALO et al., 2009), 9,68% em 
Minas Gerais (MONTANDON et al., 2014), 38,9% no Paraná (animais infestados com A. 
cajennense s.l.) (NASCIMENTO et al., 2016), 39,24% no Rio de Janeiro (animais infestados 
com A. cajennense s.l., D. nitens e R. microplus) (PRADO et al., 2017b) e 54,04% no Mato 




A importância dos equinos na epidemiologia das borrelioses é desconhecida, 
entretanto os inquéritos sorológicos mostram que os equinos podem servir como sentinelas e 
hospedeiros de carrapatos possivelmente transmissores de Borrelia sp. no Brasil. 
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Tick-borne diseases (TBD) constitute an important group of illness affecting animals and 
human beings worldwide. In Brazil, carthorses are frequently exposed to ticks and tick-borne 
pathogens, being limiting factors to the performance of horses and imposing restrictions by the 
international veterinary authorities for the importation of horses. Accordingly, this study has 
aimed to i) determine the prevalence of the TBD agents Theileria equi, Babesia caballi and 
Ehrlichia sp., and hemoplasmas in carthorses, ii) identify the tick species parasitizing the 
animals, and iii) determine factors associated with exposure/infection in Foz do Iguaçu City, 
Parana state, southern Brazil. A total of 103 carthorses blood samples were screened for anti-
T. equi and anti-Ehrlichia spp. antibodies by indirect fluorescent antibody assays (IFA). 
Samples were also tested by PCR assays targeting the 18S rRNA gene of T. equi and B. caballi, 
and 16S rDNA gene of hemoplasmas. Additionally, PCR assays targeting the 16S rDNA, 
disulfide bond formation protein (dsb) and tandem repeat proteins 36 (trp36) genes of Ehrlichia 
spp. were also performed. Antibodies to T. equi and Ehrlichia spp. were detected in 43/103 
(41.75%; 95% CI: 32.10-51.88%) and five/103 (4.85%; 95% CI: 1.59-10.97%) horses by IFA, 
respectively. DNA of T. equi and B. caballi were found in 25/103 (24.27%) and 10/103 (9.71%) 
carthorses, respectively, and all tested negative for Ehrlichia spp. and hemoplasmas. All 
sequences showed ≥99% identity with multiple T. equi and B. caballi 18S rRNA gene 
sequences deposited in GenBank. A total of 191 Dermacentor nitens ticks were collected from 
25/103 (24.27%) animals. Carthorses older than 5 years were more likely to be positive for T. 
equi (p < 0.05). In conclusion, equine piroplasmosis is highly prevalent in carthorses from Foz 
do Iguaçu City. The low prevalence of Ehrlichia sp. found may be due to the absence of 
Amblyomma ticks infesting animals, which should be further investigated. Hemoplasma 
infection in horses may be considered accidental or a uncommon infection.   





Tick-borne diseases (TBD) constitute an important group of illness affecting animals 
and human beings worldwide (Vieira et al., 2013; Baneth, 2014; Labruna, X). TBD are caused 
by a diverse range of pathogens, including species of piroplasms, Ehrlichia, Anaplasma, 
Rickettsia, and others (Vieira et al. 2011; Dzięgiel et al. 2013; Souza et al. 2016). In horses, 
equine piroplasmosis (EP) caused by Theileria equi and/or Babesia caballi, is the most 
important group of TBD agents and significantly impacts on horse industry (Friedhoff et al., 
1990; OIE, 2017).  
Until the last decade, equine granulocytic anaplasmosis (EGA) caused by Anaplasma 
phagocytophilum (formerly Ehrlichia equi) was the only TBD caused by ehrlichial species in 
horses (Dumler et al., 2001). Recently, a potentially novel Ehrlichia species was molecularly 
detected infecting horses from Nicaragua and Brazil (O’Nion et al., 2015; Vieira et al., 2016; 
Vieira et al., 2018b). However, the impact of the Ehrlichia sp. infection in this animal species 
remains unknown.  
Molecular detection of hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) has been only 
described in horses from Germany. The Mycoplasma sp. detected was closely related to 
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ and Mycoplasma haemofelis (Dieckmann et al., 2010). 
Despite previous studies have implicated ticks in the transmission of hemoplasmas (Seneviratna 
et al., 1973; Neimark et al., 2004), to date there are not enough evidence to support that 
hemoplasmas are truly a vector-borne pathogen.   
Epidemiology of TBD may be influenced by several factors such as urbanization, 
deforestation, demographic change in developing countries, increased global movement of 
people and animals, and climate change (Colwell et al., 2011; Dantas-Torres, 2015). Foz do 
Iguaçu City, Parana State, southern Brazil, is located in the tri-point border of Brazil, Paraguay 




natural resources, flora and fauna diversity and ecotourism activities (Foz do Iguaçu, 2018; 
Brasil, 2018).  
In Brazil, horses are frequently exposed to Dermacentor nitens, Amblyomma cajennense 
sensu lato (s.l.) and Rhipicephalus microplus ticks (Labruna et al., 2001), and these species 
have also been reported infesting horses in Paraguay and Argentina (Nava et al., 2007, 2017). 
In urban areas of Brazil, carthorses have been used by low-income owners to pull carts and 
move daily throughout the cities to collect recycling materials (Vieira et al., 2013b). Thus, 
carthorses may be not only used as sentinels for public health but may play an important 
epidemiological role on spreading ticks and the pathogens they may transmit. Accordingly, the 
aims of the present study were i) to determine the prevalence of the TBD agents T. equi, B. 
caballi and Ehrlichia sp., and hemoplasmas in carthorses, ii) to identify the tick species 
parasitizing the animals, and iii) to determine factors associated with exposure/infection in Foz 
do Iguaçu city, Parana state, southern Brazil. 
 
2. Materials and methods 
This study was approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation and 
Animal Welfare at the Universidade Federal do Parana (UFPR) (protocol number 046/2016) 
and was conducted according to the ethical principles of animal experimentation, adopted by 
the Brazilian College of Animal Experimentation. 
 
2.1. Study area  
 Foz do Iguaçu City is located in the extreme west of Paraná State (25° 32' 45" S 54° 
35' 07" W), on the border of Brazil, Argentina and Paraguay. The region presents a subtropical 
climate with rainfall throughout the year and an average temperature of 22.1 °C (INMET, 




rainforest and diverse fauna, with populations of capuchin monkeys, capybaras, opossums, 
coatis, as well as a wide variety of birds. This region provides the maintenance of various tick 
species, to which horses are continually exposed. 
 
2.2. Sampling 
A total of 103 carthorses (48 males and 55 females) were sampled. Blood samples were 
collected by venipuncture of the jugular vein using commercial sterile vacuum tubes. Five 
milliliters were placed into tubes containing EDTA (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, 
EUA) for PCR analysis and kept at -80 °C until testing. Five milliliters were placed into tubes 
containing a serum separator gel (BD Vacutainer®) and kept at room temperature (25 °C) until 
visible clot retraction; the samples were then centrifuged at 1500×g for 5 min, serum separated 
and kept at -20 °C for serological studies. 
Packed cell volume (PCV) and total plasmatic protein (TPP) were measured by routine 
centrifugation and refractometry techniques; a PCV of 0.32 L/L or less, and a TPP of 87.0 g/L 
or more were used as indicators of anemia and hyperproteinemia, respectively, in the carthorses 
(Weiss and Wardrop, 2011).  
Tick specimens infesting horses were removed using a commercial hook (O'tom/Tick 
Twister®, Lavancia, FRA), and kept in absolute ethanol-labeled tubes for further classification 
according to morphological taxonomic keys (Barros-Batestti et al., 2006; Martins et al., 2010).  
An epidemiological questionnaire was given to each owner addressing age, sex, history 
of previous tick exposure and presence of ticks at the time of sampling were evaluated. The age 
of the horses was stratified into groups <5 years, 5–10 years and >10 years (Vieira et al., 2013b).  
 
2.3. Detection of anti-Theileria equi and anti-Ehrlichia spp. antibodies by indirect 




Anti-T. equi antibodies in carthorse serum samples were evaluated by IFA, as previously 
described (Vieira et al., 2015a). Samples were considered positive when reacting with dilution 
≥ 1:80 (Baldani et al., 2010). Titers were determined to the largest dilution in which 
fluorescence was visualized around the parasite (endpoint titers). 
Anti-Ehrlichia spp. antibodies in carthorse serum samples were tested by IFA using E. 
canis (São Paulo strain) as antigens, as described elsewhere. Samples were considered positive 
when reacting with dilution ≥1:40 (Aguiar et al., 2007). Additionally, carthorse serum samples 
that seroreacted to E. canis were also tested by IFA using E. minasensis (Cuiabá strain) crude 
antigens, as previously described (Cabezas-Cruz et al. 2012). Endpoint titers were determined 
to the largest dilution in which fluorescence was visualized around the bacteria. 
 
2.4. DNA extraction 
DNA was extracted from all horse blood samples using a commercially available kit 
(Illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare, Chalfont, St. Giles, UK), 
according to the manufacturer's instructions. Negative control purifications using ultra-pure 
water were performed in parallel to monitor cross-contamination in each batch of 20 samples. 
A conventional PCR for the horse housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) was performed to ensure successful DNA extraction, as described 
elsewhere (Birkenheuer et al., 2003). 
 
2.5. Detection of Theileria equi, Babesia caballi, Ehrlichia sp. and hemoplasmas by 
conventional polymerase chain reaction 
Samples were evaluated using PCR with previously described species-specific primers 
targeting a portion of the 18S rDNA gene of T. equi (392 bp) and B. caballi (540 bp) (Alhassan 




USA), 1.5 mM of MgCl2, 0.2 mM of each dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM of each 
primer, 1.0 U of Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 5 μL of 
DNA template made up to 25 μL with water. Cycling conditions consisted of a 1 min 
denaturation at 94 °C followed by 40 cycles of 94 °C for 30 s, 60 °C (T. equi) and 55 °C (B. 
caballi) for 30 s and 72°C for 30 s, with a final extension of 72 °C for 1 min and cooling at 4 
°C (SimpliAmp® Thermal Cycler, Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). Horse 
samples known to be infected with T. equi and B. caballi, and nuclease-free water were used as 
positive and negative control, respectively. The amplified PCR products were subjected to gel 
electrophoresis in 1.5% agarose gels for 1 h at 100 V, followed by ethidium bromide staining 
(5 μg/ml), and were viewed under a 312 nm UV light transilluminator. 
Samples were also evaluated using PCR with previously described genus-specific 
primers targeting portions of the 16S rDNA gene (344 bp) (O’Nion et al., 2015), disulfide bond 
formation protein gene (dsb) (349bp) (Almeida et al., 2013), and tandem repeat proteins 36 
(trp36) gene (Aguiar et al., 2014) of Ehrlichia spp. Additionally, samples were screened for 
hemoplasmas using previously described pan-hemoplasma primers targeting the 16S rDNA 
gene ( 900 bp) (Hoelzle et al., 2011). The PCR mixture contained 2.5 μL of 10x PCR buffer 
(Invitrogen), 1.5 mM of MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 mM of each primer, 1.0 U of 
Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 5 μL of DNA template 
made up to 25 μL with water. Cycling conditions consisted of a 3 min denaturation at 94 °C 
followed by 35 cycles of 94 °C for 45 s, 59 °C for 45 s and 72°C for 90 s, with a final extension 
of 72 °C for 10 min and cooling at 4 °C (SimpliAmp® Thermal Cycler). Cat samples known to 







A fragment of the 18S rDNA gene from three T. equi (~392 bp) and two B. caballi 
(~540bp) isolates were sequenced (Alhassan et al., 2005). PCR products were purified by 
enzymatic purification (ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent, Thermo Scientific, 
Waltham, USA), evaluated by spectrophotometry for concentration and purity (NanoDrop™ 
Spectrophotometers, Thermo Scientific, Waltham, USA), and sequenced in both directions by 
Sanger method using 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
Thereafter, sequences were subjected to BLASTn analysis (Altschul et al., 1990) for 
determining the identity with the sequences deposited in GenBank® database. The nucleotide 
sequences of the T. equi and B. caballi amplified herein were submitted to GenBank database 
(GenBank accession nos.: MH053402, MH059519 to MH059522). 
 
2.7. Statistical Analysis 
A non-parametric Mann–Whitney test or a parametric unpaired Student's t test were 
used to compare the PCV and TPP concentrations between T. equi and/or B. caballi-infected 
and non-infected animals. The Chi-square or Fisher’s exact test was used to determine the 
difference between whether individual factors were associated with seropositivity to T. equi 
and Ehrlichia spp., or with infection by T. equi and B. caballi. Odds ratio (OR), 95% confidence 
interval and p values were calculated for each variable. Results considered significantly 
different when p < 0.05. Data were compiled and analyzed in Epi Info™ software (version 7.1.5, 
CDC). 
 
3. Results   
 Anti-T. equi antibodies were detected in 43/103 (41.75%; 95% CI: 32.10-51.88%) 
carthorses by IFA, with antibody titers ranging from 80 to 1280. A total of five/103 (4.85%; 




ranging from 80 to 320. From the total of seropositive animals, three out of five (60.00%) also 
reacted to E. minasensis antigens by IFA, with antibody titers ranging from 320 to 640. Two 
carthorses were seropositive for T. equi and Ehrlichia spp. (E. canis and E. minasensis crude 
antigens). 
All carthorse DNA samples consistently amplified the horse GAPDH gene, ensuring 
successful DNA extraction. When samples were tested for EP, a total of 25/103 (24.27%; 95% 
CI: 16.36-33.71%) and 10/103 (9.71%; 95% CI: 4.75-17.13%) carthorses were positive for T. 
equi and B. caballi by PCR, respectively. Two out of 103 (1.94%; 95% CI: 0.24-6.84%) 
carthorses tested PCR-positive for both T. equi and B. caballi. The prevalence of T. equi by IFA 
and PCR within each variable evaluated were summarized in Table 1. All 103 carthorses tested 
negative for Ehrlichia spp. and hemoplasmas by PCR.  
A total of 54/103 (52.43%; 95% CI: 42.35-62.36%) carthorses were anemic. The mean 
PCV concentration for carthorses was 0.31 L/L (SD±0.04). Association between the mean PCV 
and positivity to T. equi by IFAT (p = 0.127), T. equi (p = 0.205) and B. caballi (p = 0.979) by 
PCR was not found. All horses presented normal TPP values, with a mean TPP concentration 
of 74.6 g/L (SD±5.50).  
A total of 191 tick specimens (67 males, 74 females, 44 nymphs and six larvae) were 
collected from 25/103 (24.27%; 95% CI:16.36-33.71%) carthorses, ranging from one to 42 
ticks per animal (mean: 7.64 ticks per animal). All adult and nymph ticks were identified as D. 
nitens. Association between presence of ticks and positivity to T. equi by IFA (p = 0.051), T. 
equi by PCR (p = 0.839), B. caballi (p = 0.444) and anti-Ehrlichia spp. antibodies (p = 0.332) 
was not found. The prevalence of B. caballi and Ehrlichia spp. within each variable evaluated 




 Carthorses >5 yrs old were more likely to be seropositive to T. equi (p < 0.05). No 
significant association was found between sex, anemia or history of previous tick exposure and 
positivity to T. equi (p > 0.05) (Table 1).  
All T. equi-positive samples sequenced showed ≥99% identity with multiple T. equi 18S 
rDNA gene sequences deposited in GenBank database, including isolates from Brazil 
(GenBank accession nos.: KY952237, KY464033, KX722525) and other countries (GenBank 
accession nos.: KY111762, KT443892, KX227641, EU888905). B. caballi–positive samples 
sequenced showed ≥99% identity with isolates from Brazil (GenBank accession nos.: 
KY952236, KY952238) and other regions of the world (GenBank accession nos.: AY534883, 
MG760622, KU289102, KR527221, KU879021). 
 
4. Discussion 
To the author’s knowledge, this is the first study to assess serological, molecular and 
epidemiological data for TBD agents (T. equi, B. caballi and Ehrlichia sp.) in carthorses from 
Foz do Iguaçu city, a tri-border area of Brazil, Paraguay and Argentina. Herein, 54.42% 
carthorses were positive for at least one TBD agent, which are widespread in the city (Fig. 1).  
In horses, EP caused by T. equi and/or B. caballi, is the most important group of TBD 
agents and significantly impacts on horse industry (Friedhoff et al., 1990; OIE, 2017). In the 
present study, 49.5% carthorses were positive for at least one EP agent when combining IFA 
and PCR. The association between diagnostic methods improved sensitivity and specificity in 
the detection of vector-borne pathogens (Maggi et al., 2014; Ferreira et al., 2016), and is 
recommended for EP diagnosis (Wise et al., 2013). A previous study in carthorses from 
different regions and biomes (Atlantic Rainforest and Cerrado) of Parana State have found 95% 
carthorses positive for EP (Vieira et al., 2013b). In Brazil, T. equi and B. caballi are mainly 




evidence suggests that A. sculptum (published as A. cajennense) ticks are associated with T. 
equi infection (Kerber et al., 2009). Herein, 24.2% carthorses were solely infested by D. nitens 
ticks at the time of sampling. Although Foz do Iguaçu City is located in the Atlantic Rainforest 
biome, A. cajennense s.l. ticks have not yet been found infesting horses in the region, which 
may be due to the high humidity and cooler temperatures during the winter disfavoring the 
establishment of this tick species (Martins et al., 2016). Additionally, the differences in the 
prevalence of EP between studies may also be due to the diagnostic test used (IFA vs cELISA) 
(Vieira et al., 2013b).  
In the present study, 24.27% and 9.71% carthorses were PCR-positive to T. equi and B. 
caballi, respectively, in agreement with previous studies, which have found that T. equi 
infections are more common than B. caballi (Rothschild, 2013). EP is typically responsible for 
decreasing PCV in 20%, but may fall to 10% or lower (Ambawat et al., 1999; Rothschild, 2013). 
Herein, although 52.43% horses were anemic, association between anemia and EP was not 
found (p = 0.445). Other important causes of anemia in horses include equine infectious anemia, 
clostridiosis, toxicosis, immune-mediated hemolytic anemia, and intestinal parasites (Satué et 
al., 2014), which unfortunately were not evaluated in this study.  
Horses > 5 years were more likely to be seropositive to T. equi (p = 0.004), in agreement 
with previous studies (Vieira et al., 2013b; Afridi et al., 2017; Ayala-Valdovinos et al., 2017; 
Montes Cortés et al., 2017; Stefania et al., 2017; Zhang et al., 2017). This finding may be 
explained since adult animals may have been exposed to ticks for a longer period than young 
animals, and thus, more likely to be infected by EP agents (Montes Cortés et al., 2017). 
Moreover, seroprevalence of T. equi increases with age, since animals infected with T. equi can 
become lifelong carriers (Scoles & Ueti, 2015), while infection with B. caballi is self-limiting, 




 A potentially novel Ehrlichia species have been molecularly detected infecting horses 
from Nicaragua and Brazil (O’Nion et al., 2015; Vieira et al., 2016; Vieira et al., 2018b), and 
serological evidences suggest that an ehrlichial agent is circulating in horses from Brazil (Vieira 
et al., 2013a; Vieira et al., 2016) and USA (Duell et al., 2013; Carmichael et al., 2014). Herein, 
although all carthorses tested negative by PCR assays targeting 16S rDNA, dsb and trp36 genes 
of Ehrlichia sp., 4.85% (5/103) animals reacted to E. canis (titers ranging from 80 to 320), and 
three out of the seropositive ones also reacted to E. minasensis crude antigens (titers ranging 
from 320 to 640). Previous studies with Ehrlichia sp. in Brazilian horses have found 
seroprevalence rates ranging from 27.4% to 62.5%, with seropositive animals presenting higher 
antibody titers to E. canis (titers ranging from 64 to 8192) than to E. chaffeensis (titers ranging 
from 128 to 4096) crude antigens by IFA (Vieira et al. 2013a, Vieira et al. 2016). It is important 
to state that higher seroprevalence rates of Ehrlichia sp. in horses have been found in areas 
where Amblyomma ticks are present (Duell et al., 2013; Vieira et al. 2013a; Carmichael et al., 
2014; Vieira et al. 2016), which may explain the low prevalence found in the present study, and 
reinforces that ticks from this genus may be involved in the transmission of this ehrlichial agent. 
Moreover, phylogenetic analysis of the partial sequences of the 16S rDNA, sodB and groEL 
genes revealed that the potentially novel Ehrlichia sp. found in horses was closely related to E. 
ruminantium and distant from E. canis, E. chaffeensis and E. minasensis (O’Nion et al. 2015, 
Vieira et al. 2018). Considering that cross-reaction between Ehrlichia spp. is a common finding 
when using serological assays (Holland et al., 1985; O’Connor et al., 2006; Hegarty et al., 2009; 
Vieira et al., 2016), a multi-modal approach should always be performed in horses as to increase 
the odds of finding and further characterizing this emerging ehrlichial agent, as previously 
suggested (Vieira et al., 2016).  
To date, hemoplasmas have only been reported in horses from Germany (Dieckmann et 




studies, a total of 436 horses (clinically healthy, anemic and/or infested by ticks) from different 
biomes of Brazil have been screened for hemoplasmas and all tested negative by PCR (Vieira 
et al. 2015a; Vieira et al. 2015b; Ferreira et al., 2016). Considering that the Mycoplasma sp. 
detected in horses from Germany was closely related to ‘Ca. M. haemobos’ and M. haemofelis 
(Dieckmann et al., 2010), typically found in cattle and cats respectively, hemoplasma infection 
in horses may be considered accidental or a uncommon infection.   
In conclusion, EP is highly prevalent in carthorses from Foz do Iguaçu City. The low 
prevalence of Ehrlichia sp. found may be due to the absence of Amblyomma ticks infesting 
animals, which should be further investigated. Hemoplasma infection in horses may be 
considered accidental or a uncommon infection.   
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Figure 1. Map of Foz do Iguaçu City (Paraná state, southern Brazil) showing the location of carthorses sampled 





































































































































































































































4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
No Brasil, doenças transmitidas por carrapatos em equinos têm sido relatadas, 
porém em algumas regiões esses dados ainda são escassos. Esse é o primeiro estudo de 
DTCs e fatores associados realizado em equinos carroceiros de Foz do Iguaçu, Paraná, 
Brasil. A piroplasmose equina é considerada endêmica no Brasil, cuja prevalência dessa 
doença na população aqui estudada também foi considerada alta. Entretanto, Ehrlichia 
sp. foi identificado apenas por diagnóstico sorológico e a prevalência baixa pode ter sido 
devido à ausência de carrapatos Amblyomma infestando animais. A infecção por 
hemoplasma em cavalos, não detectada ainda no Brasil, pode ser considerada acidental 
ou uma infecção incomum. Por fim, os equinos podem desempenhar um papel importante 
na epidemiologia de DTCs sejam zoonóticos ou não, portanto diferentes populações com 
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